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【研究目的】 超好熱菌 Thermococcus kodakarensis は 60℃から 100℃の幅広い生育温度を示し、生育至適
温度は 85℃である。高温ストレス環境下では、ストレス応答性タンパク質が発現すると考えられる。そこで、
生育至適温度 (85℃) 及び高温ストレス環境下 (93℃) における遺伝子の発現動態を調べるマイクロアレイ解
析により、高温依存的に発現するタンパク質であり、ユニークな遺伝子クラスターを形成している TK0482 を
見出した。TK0482 遺伝子クラスターのホモログはバクテリアやユーカリアには存在せず、Thermococcales 
目に属する一部の超好熱性アーキア (Thermococcus gammatolerans及びPyrococcus furiosus) がもつタンパ
ク質である。しかし、TK0482 ホモログの生理的役割や生化学的機能は明らかでない。以上のことから、
Thermococcales 目に属する一部の超好熱菌において高温ストレス環境下での生育に TK0482 遺伝子クラス
ターが関与していると予測し、生体内での役割について知見を得ることを目的とした。TK0482 遺伝子クラス
ターの生育における要求性を調べるとともに、組換えタンパク質を用いて生化学的解析を試みた。 
 
【実験方法】 まず TK0482 遺伝子クラスターを構成する遺伝子の系統樹を作製し、系統学的位置づけを明確
化した。次に、TK0482 遺伝子の培養温度依存的な転写量変化を調べるため、低温ストレス環境下 (60℃)、
生育至適温度 (85℃) 及び高温ストレス環境下 (93℃) で培養した T. kodakarensis から総 RNA を抽出し、
qRT-PCR を行った。さらに、抗 TK0482 抗体を用いて、ウェスタンブロッティングにより TK0482 の細胞
内局在を明らかにした。次に、TK0482 遺伝子クラスターの生理的役割について知見を得るために 4 種の遺
伝子破壊株(ΔTK0482, ΔTK0482-TK0485, ΔTK0486-TK0488, ΔTK0482-TK0488)を作製した。各遺伝子破
壊株及び野生株を 60℃、85℃、93℃で培養し、生育特性を調べた。また各遺伝子破壊株から S30画分を抽出
し、無細胞翻訳系により翻訳活性を測定した。さらに、各遺伝子破壊株及び野生株の S30 画分に含まれるリ
ボソームをスクロース密度勾配遠心により分画した。その分画結果から、各遺伝子破壊株と野生株のリボソー
ム量を比較した。 
 
【実験結果と考察】 ゲノム解析により、 TK0482 は TK0488 までの 7 つの遺伝子でクラスターを形成して
いることが分かった。これらタンパク質のアミノ酸配列を基にして系統樹を作製したところ、2つのグループ
に大別された。グループ 1 (TK0482、TK0484、TK0486) 及びグループ 2 (TK0483、TK0485、TK0487、TK0488) 
の遺伝子はそのグループ内でそれぞれ 50%以上の高いアミノ酸配列相同性を示した。グループ 1 の TK0482 
は qRT-PCR 解析により、高温ストレス環境下(93℃)で発現促進されることが分かった。また、抗 TK0482 抗
体を用いたウェスタンブロッティングにより、細胞内局在を調べた。その結果、 TK0482 は細胞質画分には
ほとんど存在せず、50S 及び 30S リボソームサブユニットに局在することが分かった。つぎに多重遺伝子破
壊株を作製して生育特性解析を行った結果、ΔTK0482-TK0488 株において、93℃での生育が阻害された。こ
のことから、 TK0482 遺伝子クラスターは高温ストレス環境下での生育に重要であることが分かった。さら
に、各遺伝子破壊株から S30 画分を抽出して翻訳活性を測定した。野生株と比較した結果、すべての遺伝子
破壊株において翻訳活性の減少が見られた。この結果より、TK0482 遺伝子クラスターがリボソームの機能に
重要であることが示された。また、各遺伝子破壊株と野生株の S30 画分に含まれるリボソームをスクロース
密度勾配遠心により分画した結果、遺伝子破壊株ではリボソーム量の減少が見られた。以上の結果から、
TK0482 遺伝子クラスターのタンパク質は、リボソームの安定化に関与する因子であることが考えられた。 
